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Verfahren zur Herstellung von Antikorpern gegen ein Polypeptid, 
von dem die kodierende Nukleinsaure bekannt ist 



In der Molekularbiologie stellt sich aufgrund der enormen 
Fortschritte der Sequenzierungsmoglichkei ten von Nukleinsauren 
haufig das Problem, da/5 die genetische Information fur ein 
Polypeptid bzw. Protein bekannt ist und, dafl andererseits 
dieses Polypeptid bzw. Protein nicht in reiner Form vorliegt. 
Durch das sogenannte Human Genome Project werden laufend 
Nukleot idsequenzen verof f entlicht , haufig ist aber vollig 
unklar, welche Funktion die von diesen Genen kodierten 
Polypeptide bzw. Proteine haben . 

Fur die praktische Anwendung und Auswertung dieser 
wissenscha f tl ichen Erkenntnisse ist es in der Regel sehr 
hilfreich, wenn diese Proteine durch geeignete Antikorper 
nachgewiesen werden konnen. Durch den Einsatz derartiger 
Antikorper konnen entweder die Proteine gereinigt werden oder 
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es ist beispielsweise moglich, die Lokal isa t ion der Proteine in 
Geweben und Zellen zu bestimmen, 

Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
Antikorper bereitzustellen, die gegen solche Polypeptide bzw. 
Proteine gerichtet sind, von denen zwar die Nuk leot idsequenz 
bekannt ist, die aber nicht in angereicherter oder gar 
gereinigter Form vorliegen. 

Herkommlicherweise werden Antikorper so hergestellt, dafi 
zunachst die Proteine aus den Zellen oder dem Gewebe gereinigt 
werden oder mit Hilfe von Bakterien oder in Insektenzel len oder 
Saugerzellen rekombinant hergestellt werden und, daft diese 
Proteine dann fur die Immunis ierung von Tieren verwendet 
werden. Diese Verfahren sind haufig sehr aufwendig und 
langwierig. Im Falle der Herstellung in Bakterien sind die so 
hergestellten Proteine haufig nicht identisch mit den natiirlich 
vorkommenden Proteinen, da sich die Sekundars t ruktur von den 
nativen Proteinen unterscheiden kann und da Bakterien nicht 
iiber dieselben posttranslationalen Modi f ikat ionsmechanismen 
verfiigen, die bei eukaryot ischen Organismen vorhanden sind. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren 
zur Erzeugung von Antikorpern, die spezifisch mit einem 
Polypeptid reagieren von dem die kodierende Nukleinsaure 
bekannt ist, worin 

a) die fur das Polypeptid kodierende DNA mit Hilfe eines 
Vektors , der wenigstens eine fur ein Au f f indungss ignal 
kodierende Sequenz aufweist, in einer Wirtszelle exprimiert 
wird und das exprimierte Polypeptid mit Hilfe des 
Au f f indungss ignals an eine feste Phase gebunden wird, 

b) unabhangig von Schritt a) die fiir das Polypeptid kodierende 
DNA direkt in ein Tier eingebracht wird, wodurch eine 
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Expression des Polypeptids in dem Tier erfolgt, die die 
Bildung von Antikorpern gegen das Polypeptid verursacht und 

c) die in Schritt b) gebildeten Antikorper mit dem in Schritt 
a) gebildeten Polypeptid umgesetzt und nachgewiesen oder 
angereichert werden . 

Das er f indungsgemafte Verfahren besteht im wesentlichen aus drei 
Schritten. Einerseits wird die fur das Polypeptid kodierende 
DNA mit Hilfe eines Vektors in einer geeigneten Wirtszelle 
exprimiert (Schritt a)). Da das mit Hilfe des Vektors 
exprimierte Polypeptid in der Wirtszelle in der Regel nur in 
einer verbal tnismaflig geringen Konzent rat ion vorliegt, wird 
erfindungsgemaB der eingesetzte Vektor mit einer 
Nukleot idsequenz versehen, die fur eine Auf f indungssequenz 
( tag-Sequenz ) kodiert. Diese tag-Sequenz ist mit der fiir das 
Polypeptid kodierenden Sequenz verbunden, was dazu fuhrt, da/3 
das exprimierte Polypeptid zum Beispiel am C-Terminus diese 
Auf f indungspept idsequenz aufweist . 

In dem unabhangig von Schritt a) durchge f uhr ten Schritt b) wird 
die fiir das Polypeptid kodierende DNA in ein geeignetes Tier 
eingebracht und dort zur Expression gebracht. Die 
erf indungsgemafl verwendete genetische Immunis ierung ermoglicht 
die direkte Bildung von Antikorpern in einem Wirtstier. 

Bei dieser Methode der Herstellung von Antikorpern wird 
gereinigte DNA, die die genetische Information fur das zu 
untersuchende Protein und geeignete S teuerelemente enthalt, 
direkt in den fiir die Ant ikorperproduk t ion vorgesehenen 
Organismus (Maus, Kaninchen, etc.) injiziert. Die DNA wird von 
Zellen des Emp f angerorganismus aufgenommen und das Protein, in 
nativer Form (d.h. mit korrekten posttranslationalen 
Modif ikat ionen) exprimiert. Das fiir den Empf angerorganismus 
fremde Protein veranlafit das Immunsystem, gegen das 
Fremdantigen gerichtete Antikorper zu produzieren (humorale 
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Immunantwort ) . Diese Methode ist bereits erfolgreich zur 
Produktion von hochaffinen, native Proteine erkennenden 
monoklonalen Antikorpern eingesetzt worden 

Die fur die genetische Immunis ierung in Schritt b) zur 
Herstellung der gewiinschten Antikorper eingesetzten 
Express ions vektoren sollen auch in vitro zur Produktion des 
Zielproteins verwendet werden. Durch transiente Transfektion 
( Elektroporat ion, Lipofektion, etc.) werden die 

Express ionsvektoren in geeignete Zielzellen, insbesondere 
Saugerzellen eingeschleust, die dann das gewiinschte Protein 
synthet isieren . Diese Zellen (intakt oder nach Lyse mit 
geeigneten Puffern) bzw. Medieniibers tande (bei sezernierten 
Proteinen) sollen dazu dienen, den Protein-erkennenden 
Antikorper durch FACScan-Analysen ( im Falle von zel Is tandigen 
Proteinen) oder ELISA nachzuweisen. 

Wenn ein fremdes Polypeptid in einer Wirtszelle exprimiert 
wird, kann das exprimierte Polypeptid iibl icherweise durch 
Verwendung einer Sekret ionssequenz oder Leadersequenz nach 
auften geschleust werden. In diesen Fallen ist es wichtig, daB 
das exprimierte und sezernierte Polypeptid ein 

Auf f indungss ignal aufweist, damit das Polypeptid aus dem Medium 
isoliert werden kann. Wenn aber das Polypeptid nicht nach aufien 
geschleust wird, sondern an der Oberflache der Zellmembran 
verbleibt, ist eine zusatzliche Auf f indungssequenz nicht 
unbedingt erf order 1 ich . In diesem Fall iibernimmt diejenige 
Stelle des Polypeptids, die fur die Verankerung zwischen 
Polypeptid und Zelle verantwort 1 ich ist die Funktion der 
Auf f indungssequenz . Da in diesem Fall das exprimierte 
Polypeptid mit der Zelle verbunden bleibt, konnen die 
gebildeten Antikorper durch Bindung an das Polypeptid und 
nachf olgender Reaktion mit einem f luores zenzmarkierten 
Antikorper durch FACScan-Analysen nachgewiesen werden. Als 
Alternative ist auch ein Zell-ELISA moglich, bei dem die 
gebundenen Antikorper iiber einen mit einem Enzym gekoppelten 
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Sekundarantikorper und einer geeigneten Subs tratreakt ion 
detektiert werden . 

Im Falle von sezernierten Proteinen (ggf- auch bei 
intrazel lular expr imier ten Proteinen) ist es notig, eine 
Auf f indungssequenz (tag) dem Antigen rekombinant anzuhangen. 
Diese tag-Sequenz erlaubt es, mit Hilfe von mit ihr 
interagierenden , an eine feste Matrix gebunden Substanzen (z.B. 
die tag-Sequenz erkennende Antikorper; im Falle der His 6 -tag- 
Sequenz geeignete komplexierte Ni 2+ -Ionen), das Protein aus dem 
Zelluberstand bzw. Zelllysat herauszuf ischen . Als tag-Sequenz 
kommen insbesondere kurze und/oder wenig immunogene 
Pept idsequenzen in Frage. Als wenig immunogene tag-Sequenzen 
konnen (fur die Herstellung von Antikorpern in Mausen) auch 
Mausproteine dienen, die stimulierend auf die 

Antikorperproduktion wirken (z.B. GM-CSF, IL-4, IL-10 etc.) und 
gleichzeitig als tag fungieren konnen. Solche tags haben den 
Vorteil, aufgrund der Toleranz des immunis ier ten Tiers 
gegeniiber diesen Selbstproteinen keine Immunantwort zu 
entwickeln. Falls die Bildung der die tag-Sequenz des 
rekombinanten Proteins erkennenden Antikorper nicht verhindert 
werden kann, konnen diese mit Hilfe von Konstrukten 
identif iziert werden, die fiir irrelevante, mit einem 
identischen tag versehene Proteine kodieren. 

Das immobilisierte, durch transiente Transfektion hergestellte 
Protein dient nun dazu, aus dem Serum bzw. 

Hybridomkulturuberstand (bei der Herstellung von monoklonalen 
Antikorpern) die es erkennenden Antikorper zu binden. Der 
Nachweis der gebundenen spezifischen Antikorper erfolgt dann 
uber enzymgekoppelte Ant i-Ant ikorper ( Nachweisant ikorper ) , die 
liber eine spezifische Subs tra tumset zung , in der Regel 
photometrisch, quan t i f i z ierbar sind. Die Spezifitat und 
Sensitivitat des Nachweissys terns kann bei Verwendung von 
Peptid-tags bedeutend erhoht werden, wenn als Fangerant ikorper 
F ( ab) 2-Fragmente des ant i- tag-Ant ikorpers und als 
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Nachweisantikorper ein Fc -Region-erkennender Ant ikorper 
verwendet wird. Durch diese Konf igurierung des ELI SA wird eine 
Kreuzerkennung des Fangerant ikorpers ausgeschlossen. 

Der fur das Polypeptid kodierende Vektor kann am C-terminalen 
Ende der Au f f indungs sequenz eine Po lyadenyl ierungssequenz 
aufweisen, die fur die Stabilisierung einer eukaryot ischen mRNA 
da ist. 

Damit eine Expression des Polypeptids in der Wirtszelle 
stattfindet verfiigt der Vektor ubl icherweise uber einen 
Promotor, wobei bevorzugt starke Promotoren verwendet werden. 
Als Beispiele konnen der Promotor des Elongat ions f aktors la 
oder der Promotor des Cytomegalovirus genannt werden. 

Bei dem erf indungsgemaBen Verfahren wird die fur das Polypeptid 
kodierende Nukleinsaure direkt in ein Tier eingebracht urn dort 
Antikorper gegen das Polypeptid zu erzeugen. In bevorzugter 
Form liegt die dazu verwendete DNA in Form eines Vektors vor, 
der so gewahlt wird, dafl er gleichzeitig fur die beiden 
Schritte a) und b) verwendet werden kann. Die Einfiihrung der 
fur das Polypeptid kodierenden DNA erfolgt in einer besonders 
bevorzugten Aus f uhrungs f orm durch die Verwendung einer 
sogenannten gene gun. Bei der gene gun werden mikroskopisch 
kleine Goldpartikel mit der DNA, bevorzugt der Vektor bzw. 
Plasmid-DNA umhiillt und auf die rasierte Haut des 
Versuchs t ieres geschossen. Dabei dringen die Goldpart ikelchen 
in die Haut ein und die an ihnen aufgebrachte DNA wird in dem 
Wirtstier exprimiert . Bevorzugt werden er f indungsgemaft 
Labortiere, wie Maus, Ratte oder Kaninchen verwendet. 

Um eine starkere Antikorperbildung zu erzielen, werden in einer 
bevorzugten Aus f uhrungs form zugleich mit der fur das Polypeptid 
kodierenden DNA auch sogenannte genetische Adjuvantien 
appliziert. Hierbei handelt es sich um Zytokine (wie z.B. GM- 



CSF, IL-4, IL-10) exprimierende Plasmide, die die humorale 
Immunantwor t in den Labortieren stimulieren. 

Insbesondere wenn es sich bei dem verwendeten Labortier um eine 
Maus oder Ratte handelt, bietet sich die Bildung von 
Hybridomazellen an. Die immunis ier ten Mause werden geopfert, 
Milzzellen werden isoliert und mit Tumorzellen fusioniert und 
anschlieftend werden solche Klone selektioniert , die die 
gewiinschten monoklonalen Antikorper sezernieren. 

In einer besonders vorteilhaf ten Aus f uhrungs f orm werden bei 
Schritt a) die zu unter suchenden Polypeptide von den 
Wirtszellen sezerniert. Da mit den Polypeptiden ein 
Auf f indungssignal verbunden ist, konnen die gesuchten 
Polypeptide dadurch isoliert werden, dafl eine Bindung zwischen 
dem Auf f indungssignal ( tag-Sequenz ) und einem geeigneten 
Liganden gebildet wird. Die tag-Sequenz ist vorzugsweise an 
einer festen Phase gebunden. Hierbei kann es sich um die Wande 
von Mikrot iterplatten, Gelkiigelchen oder auch magnetische 
Kiigelchen (sogenannte magnetic beads) handeln. Die magnetic 
beads haben den Vorteil, dafi die das exprimierte Polypeptid 
enthaltende Losung mit den magnetic beads leicht gemischt 
werden kann. Die magnetic beads weisen einen Liganden (bspw. 
Antikorper fragmente ) auf, der an die tag-Sequenz bindet . Durch 
Anlegen eines magnetischen Feldes konnen dann die magnetic 
beads angereichert werden. Durch Wahl geeigneter Bedingungen 
kann dann das gesuchte Polypeptid von den magnetic beads wieder 
eluiert werden, wenn die Antikorper angereichert werden sollen. 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind auch solche 
Antikorper, die durch das erf indungsgemaBe Verfahren erhaltlich 
s ind . 

Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachf olgenden 
Beispiele naher erlautert. 
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Beispiel 1 

Herstellung von murinen monoklonalen Antikorpern mit Hilfe 
genetischer Immunisierung ohne gereinigtes Antigen (Protein) 

a) Expressionskonstrukt fiir die genetische Immunisierung 

Es wurde ein Expressionskonstrukt gewahlt, das auf dem 
kommerziell erhaltlichen Expressionsvektor pcDNA3 (Invitrogen) 
basiert. Bei diesem Vektor wird die cDNA unter der Kontrolle 
des Cytomegalovirus ( CMV ) -Promotors exprimiert. Es konnen 
jedoch auch andere, bevorzugt starke, meist ubiquitar aktive 
Promotoren (z.B. der Promoter des Elongations faktor 1 a [EF- 
la]-Gens) Verwendung finden. In die BamHI / EcoRV-Schnittstellen 
der Polylinkersequenz wurde der fiir die extrazellulare Domane 
von thyroid peroxidase ( TPO ) -kodierende cDNA-Bereich des 
Menschen (2602 bp; 859 Aminosauren) einkloniert und am 3^-Ende 
noch mit einer fiir ein His 6 - tag-kodierende Region und einem 
nachf olgenden Stopkodon versehen (TPO so 1 . -His -pcDNA3 ) . Die 
Plasmid-DNA wurde in E. coli vermehrt und mit Hilfe eines 
Qiagen-Plasmidisolierungskit (Qiagen, Hilden) gereinigt . 

b ) Genetische Immunisierung von Mausen 

Fiir die genetische Immunisierung gibt es grundsatzlich zwei 
unter schiedlic he DNA-Applikationsver f ahren . Die intramuskulare 
Injektion oder die intrakutane Applikation mit Hilfe Gasdruck- 
beschleunigter mikroskopisch kleiner, mit Plasmid-DNA umhiillter 
Goldpartikel ( gene gun). Fiir das Beispiel verwendeten wir das 
gene gun-Verf ahren . Dazu wurden 200 ug TPO sol . -His-pcDNA3-DNA 
pro 25 mg Goldpartikel nach Vorschrift des Herstellers (gene 
gun optimization kit; Bio-Rad, Miinchen) aufgebracht. Zur 
genetischen Immunisierung wurde bei fiinf Mause nach 
Narkotisierung ( intraperitonial ) mit 110 nl Ketam in/Xylaz in 
(100 mg/kg/16 mg/kg) das Bauchfell (ca. 4 cm 2 ) mit par f iimf reier 
Enthaarungscreme (Veet) entfernt und zweimal mit der gene gun 



(Helios Gene Gun; Bio-Rad) beschossen. Pro "Schufl" wurden 1 yxq 
Plasmid-DNA appliziert. Nach 19 Tagen wurde die Immun i s ierung 
wiederholt und 14 Tage spater Blut zur Bestimmung der Menge an 
spezifischen Ant ikor pern entnommen . 

Beispiel 2 

Expression des Express Ions kons trukt-kodierten Proteins 

Zum Nachweis der spezifischen, durch die genetische 
Immunis ierung gebildeten Antikorper muB das vom 

Expressionsplasmid kodierte Protein hergestellt werden. Urn das 
Protein in nativer Form (ahnlich wie im immunis ier ten Tier) zu 
erhalten, wurde das Express ionskons trukt durch Transfektion in 
BOSC23-Zellen [Pear et al., (1993) PNAS , 84, 8392-8396] ge- 
bracht. Bei den BOSC2 3-Zel len handelt es sich um eine 
modif izierte Adenovirus 5-trans f ormier te humane embryonale 
Nierenzellinie (HEK293), die sehr gut transient trans f i z ierbar 
ist. Die Zellen wurden in 6-Loch-Zellkulturschalen 
ausplatt iert , so daft sie tags darauf eine 80%ige Konfluenz 
erreichten. Sie wurden dann dreimal mit je 2 ml serum- und 
ant ibiot ikaf reiem Dulbecco's modified Eagle's medium ( DMEM) - 
Medium gewaschen und mit 2 ug Express ionplasmid/ 1 0 \il 
Lipofectamin (Life Technologies, Eggenstein) in 1 ml serum- und 
antibiotikaf reiem DMEM-Medium versetzt. Die 

DNA/Lipof ektamin/ Medium -Mis c hung wurde zuvor in einem 
Polys tyrolgefafl zusammenpipett iert und 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach einer 6-stundigen Inkubation bei 
37°C und 10% C0 2 wurden 2 ml DMEM/20% fotales Kalberserum (FCS) 
zugegeben. 24 h nach Transfektion (entspricht dem Zeitpunkt der 
DNA-Zugabe) wurde das Medium durch 5 ml DMEM/ 5 % FCS ersetzt. 
Nach weiteren 48 h (72 h nach Transfektion) wurde der 
Zellkulturuberstand abgenommen und bei -70°C aufbewahrt. 
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Beispiel 3 

Nachweis von spezifischen Antikorpern, die gegen das vom 
Express ionskons trukt kodierte Protein ger ichtet sind 

Zur Bindung des durch transiente Transfektion herges tellten 
His 6 - tag-Protein (TPO sol. -His) an Nicke lchelat- 

Mikrotiterpla tten (DUNN, Asbach) wurden die Vertiefungen mit je 
200 (Jil Uberstand des transienten Trans f ekt ionsansatzes (siehe 
oben) bzw. eines mock-trans f izierten BOSC2 3 -Kul turlibers tandes 
iiber Nacht bei 4°C inkubiert, dann viermal mit Pufer A (50 mM 
Tris/HCl pH 7,5, 1 M NaCl) und zweimal mit Puffer B ( phosphate 
buffered saline (PBS), 0,1 % BSA, 0,05 % Tween 20) gewaschen. 
Unspez if ische Bindungsstellen wurden anschlieBend durch 
Inkubation mit 300 ul 3 % Rinder-Serumalbumin (BSA) /PBS fur 1 h 
bei Raumtemperatur blockiert und die Waschungen mit Puffer A 
und B wiederholt . Die Praimmun- und Immunseren der 
immunisierten Mause wurden 1:100 mit Puffer B verdiinnt . Jeweils 
100 ul der verdiinnten Mauseseren wurden in die Vertiefungen der 
Nickelchelat-Mikrotiterplatten gegeben. Nach einer einstiindigen 
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Vertiefungen je 
viermal mit Puffer C (50 mM Tris/HCl pH 7,5, 0,5 M NaCl, 0,1 % 
BSA, 0,05 % Tween 20), zweimal mit Puffer B gewaschen und 
anschlieflend mit 100 ul 1:2000 mit Puffer B verdiinnten 
Kaninchen ant i-Maus-Ig-Peroxydasekon jugat ( DAKO , Hamburg ) 
versetzt. Nach einer einstiindigen Inkubation wurden die 
Vertiefungen viermal mit Puffer C, zweimal mit Puffer B 
gewaschen, mit je 100 ul 3 , 3 " , 5 , 5 ' -Tetramethy lbenz idin- 
Subs tratlosung (Fluka, Buchs, Schweiz) versetzt. Die 
Farbreaktion wurde nach ausreichender Entwicklung durch Zugabe 
von 50 u 1 0,5 M H 2 S0u abgestoppt und in einem ELISA-reacfer bei 
einer Wellenlange von 450 nm gemessen. 

Zur Uberpriifung der Funkt ions tiichtigkeit der hier vorges tel 1 ten 
Erfindung wurden die spezifischen, gegen TPO gerichteten 
Antikorper "klassisch" mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen 
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TPO-Ant ikorper-ELISAs (Varelisa TPO Antibodies; Pharmacia- 
Upjohn, Freiburg) nachgewiesen . Der Nachweis von anti-TPO- 
Antikorper erfolgt in diesem Testsystem durch gereinigtes 
rekombinantes TPO. Der anti-TPO-Ant ikorpergehalt der Praimmun- 
und Immunseren der immunis ierten Mause wurde in einer 
Verdiinnung von 1:100 nach Vorschrift des Herstellers bestimmt . 

Ergebnisse : 

Bei alien 5 mit TPO sol . -His-pcDNA3-DNA immunis ierten Mausen 
konnten, im Vergleich zu den Pra immunseren , bei einer 
Verdiinnung von 1:100 eindeutig ant i-TPO-Ant ikorper im Serum 
nachgewiesen werden, Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 
dargestel 1 t . 

Tabelle 1: Nachweis von anti-TPO-Ant ikorpern im Serum TPO sol . - 
His -pcDNA3 -DNA immun is ierter Mause mit Hilfe von gereinigtem 
TPO-Protein (Varelisa TPO ^ntijbodies-Nachweissys tem) . 




Mit Hilfe des erf indungsgemaBen Nachweis systems wurde 
beispielhaft das Praimmun- und Immunserum von zwei Mausen 
untersucht . Ausgewahlt wurde die Maus mit der hochsten (GV1) 
und die Maus mit der niedrigsten anti-TPO- 

Ant ikorperkonzentrat ion ( GV5 ) [siehe Tabelle 1]. Wie in Tabelle 
2 zu sehen ist, konnen bei einer Serumverdiinnung von 1:100 bei 
beiden Mausen eindeutig ant i-TPO-Ant ikorper im Immunserum 
nachgewiesen werden, wahrend das Pra immunserum keine Reaktion 
zeigte. Bei einer Verdiinnung von 1:500 konnten in den 
Immunseren keine ant i-TPO-Ant ikorper mehr nachgewiesen werden. 
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Tabelle 2: Nachweis von ant i-TPO-An tikorpern im Serum TPO sol.- 
His-pcDNA3-DNA immun i s ierter Mause mit Hilfe von durch 
transiente Expression erzeugtem TPO sol . -His -Protein . 



Serum oder 
Puffer 


Verdlinnung mit 
Puffer A 


Optische Dichte 

TPO sol . -His Medium 


praimmun 


1 : 100 


0, 17 


0, 15 


immun 


1 : 100 


0,55 


0, 19 


Puffer A 




0,03 


0,01 



Beispiel 4 

Herstellung von polyklonalen Antikorpern mit Hilfe genetischer 
Inununisierung ohne gereinigtes Antigen (Protein) in Kaninchen 

a) Express ionskonstrukt fiir die genetische Immunis ierung 

Fur das zweite Fallbeispiel wurde der ubiquitar aktive Promotor 
des Elongationsf aktor 1 a (EF-la)-Gens zur 

Expressionssteuerung verwendet. Der verwendete 

Express ionsvektor basiert auf dem pBluescr ipt-Vektor 
(Stratagene, Heidelberg), in den ein 1,2 kb Fragment des 

humanen EF- la-Genpromotor s , ein 0,7 kb EcoRI -Fragment mit dem 
Polyadenylierungssignal der humanen G-CSF-cDNA (Mizushima und 
Nagata, 1990), sowie zwischen die Ba/nHI/Wotl-Schnittstellen die 
fiir das Inf luenzavirus Hemagglutinin ( HA) - tag-kodierende 
Oligonukleot idsequenz eingebaut wurden. In die Clal/BawHI- 
Schnit t s tel len der Polyl inkersequenz wurde der fiir die 
extrazel lulare Domane des Akt ivinrezeptors IIA kodierende cDNA- 
Bereich des Menschen (431 bp; 135 Aminosauren) so einkloniert, 
daft am 3"-Ende die HA- tag- kodierende Region und ein 

nachf olgendes Stopkodon zu liegen kam ( pEF- la-ActRI I-HA) . 
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b ) Genetische Immunisierung von Kaninchen 

Es wurden zur genetischen Immunisierung 100 \ig pEF- la-Ac tRI I - 
HA-DNA pro 25 mg Goldpartikel nach Vorschrift des Herstellers 
(gene gun optimization kit; Bio-Rad, Munchen) aufgebracht. Zwei 
Kaninchen (Chinchilla Bastard; Charles River, Sulzfeld) wurden 
nach Narkot isierung mit 50 mg/kg Pentobarbital und Enthaarung 
von 200 cm 2 Bauchfell mit Enthaarungscreme dreissigmal mit der 
gene gun beschossen. Pro "Schufi" wurden 1 ng Plamid-DNA-Gemisch 
appliziert. Nach 21 Tagen wurde die Immunisierung wiederholt 
und 21 Tage spater Blut zur Bestimmung der Menge an 
spezifischen Antikorpern entnommen . 

Beispiel 5 

Expression des Express ions kons trukt-kodierten Proteins 

Die Herstellung des vom Express ionsplasmid pEF- la-Ac tRI I -HA 
kodierten Proteins durch transiente Transfektion von BOSC23- 
Zellen erfolgte wie in Beispiel 2 beschrieben. 

Beispiel 6 

Nachweis von spezifischen Antikorpern, die gegen das vom 

Express ions kons trukt-kodlerte Proteins gerich tet sind 

Zur Bindung des durch transiente Transfektion herges tel 1 ten HA- 

tag-Protein ( EF- la-Ac tRI I -HA ) an Mikrot iterplatten wurden die 
Vertiefungen zunachst mit dem F ( ab ) 2 -Fragment des anti-HA- tag- 
Antikorper beschichtet. Dazu wurden 150 des 

Ant ikorper fragments je Vertiefung der Mikrot iterplatte gegeben 
und bei Raumtemperatur mit PBS gewaschen und freie 
Proteinbindungstellen durch Inkubation mit 200 ^1 0,2% BSA/PBS 
blockiert . 

Anschlieftend wurde der Uberstand des transienten 
Trans f ekt ionsansa t zes (siehe Beispiel 5) bzw. eines mock- 
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trans fiz ierten BOSC23-Kul turiibers tandes fur 2 h bei 
Raumtemperatur inkubiert, dann dreimal mit phosphate-bu f fered 
saline (PBS) gewaschen. Die Praimmun- und Immunseren der 
immunis ierten Kaninchen wurden 1:100 bzw. 1:500 mit 0,2% 
BSA/PBS verdlinnt. Jeweils 100 \xl der verdiinnten Kaninchenseren 
wurden in die Vertiefungen der besch ich te ten Mikrot iterpla tten 
gegeben . Nach einer einstiindigen Inkubation bei Raumtemperatur 
wurden die Vertiefungen je dreimal mit PBS gewaschen und an- 
schliefiend mit 100 \xl 1:2000 mit PBS/0,2% BSA verdiinnten Ziege- 
anti-Kaninchen-Ig-Peroxydasekon jugat ( DAKO, Hamburg ) versetzt . 
Nach einer 1-stiindigen Inkubation wurden die Vertiefungen 
dreimal mit PBS gewaschen, mit je 100 \x\ 3 , 3 ' , 5 , 5 " -Tet ra- 
methylbenzidin-Subs tratlosung (Fluka, Buchs, Schweiz) versetzt. 
Die Farbreaktion wurde nach ausre ichender Entwicklung durch 
Zugabe von 50 ^1 0,5 M H2SO4 abgestoppt und in einem ELISA- 
reader gemessen. Die Ergebnisse zeigten, da/5 durch das 
erf indungsgemafle Verfahren auch in Kaninchen spezifische 
polyklonale Antikorper gegen ein unbekanntes Genprodukt erzeugt 
werden konnen. 



Alber t-Ludwigs- 
Univers ita t Freiburg 



Paten tanspr lie he 



1. Verfahren zur Erzeugung von Antikorpern, die spezifisch 
mit einem Polypeptid reagieren von dem die kodierende 
Nukleinsaure bekannt ist , worin 

a) die fur das Polypeptid kodierende DNA mit Hilfe eines 
Vektors, der wenigstens eine fur ein Auf f indungss ignal 
kodierende Sequenz aufweist, in einer Wirtszelle exprimiert 
wird und das exprimierte Polypeptid mit Hilfe des 
Auf f indungss ignals an eine feste Phase gebunden wird, 

b) unabhangig von Schritt a) die fur das Polypeptid kodierende 
DNA direkt in ein Tier eingebracht wird, wodurch eine 
Expression des Polypeptids in dem Tier erfolgt, die die 
Bildung von Antikorpern gegen das Polypeptid verursacht und 

c) die in Schritt b) gebildeten Antikorper mit dem in Schritt 
a) gebildeten Polypeptid umgesetzt und nachgewiesen oder 
angereichert werden . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , da/i 
der in Schritt a) verwendete Vektor am C-Terminus der fur das 
Polypeptid kodierenden DNA eine Sequenz aufweist, die fur das 
Auf f indungss ignal kodiert . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Auf f indungssequenz ausgewahlt ist aus der Hiss-tag-Sequenz, 
der Hamagglut inin-Sequenz eines Inf luenzavirus oder der myc- 
tag-Sequenz . 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daft der fur das Polypeptid kodierende 
Vektor am C-terminalen Ende der Au f f indungssequenz eine 
Polyadenyl ie rungs sequenz auf we is t . 
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl der fur das Polypeptid kodierende 
Vektor am 5 ' -Ende der fur das Polypeptid kodierenden DNA- 
Sequenz einen starken Promotor aufweist. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , da/5 
der starke Promotor ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 
starken eukaryo t isc hen Promotoren, insbesondere dem Promotor 

des Elongations faktors 1 a oder des Cy tomega lovirus -Promotors . 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die fur das Polypeptid kodierende 
DNA, die gemafl Schritt b) direkt in ein Tier eingebracht wird 
in einem Vektor vorliegt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die fiir das Polypeptid kodierende 
DNA in Schritt b) mit Hilfe einer gene gun in das Tier 
eingebracht wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl es sich bei dem in Schritt b) 
eingesetzten Tier um eine Maus , eine Ratte oder ein Kaninchen 
handel t . 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daft in Schritt b) zusatzlich zu der fiir 
das Polypeptid kodierenden DNA ein genetisches Adjuvans 
appliziert wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dafl das genetische Adjuvans ausgewahlt ist aus der Gruppe 
umfassend Zytokinexpress ions vektoren , die die 
Ant ikorperprodukt ion erhohen . 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daft geeignete Zellen eines gema/i 
Schritt b) immunis ier ten Tieres fiir die Herstellung von 
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Hybr idomazel len zur Bildung von monoklonalen Antikdrpern 
verwendet werden. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet , dafl das in Schritt a) gebildete 
Polypeptid durch Bindung des Auf f indungss ignals an einen 
hiergegen gerichteten Antikorper oder ein An tikorper fragment an 
eine feste Phase gebunden wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 13 , dadurch gekennzeichnet, 
daft es sich bei der festen Phase um Mikrotiterplatten, 
Gelkiigelchen oder magnetische Kiigelchen handelt. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daft der in Schritt b) gebildete 
Antikorper nach Bindung an das in Schritt a) gebildete 
Polypeptid mit Hilfe eines gegen den Antikorper gerichteten 
Ant i-Ant ikorpers nachgewiesen wird . 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daft der in Schritt c) an das 
exprimierte Polypeptid gebundene Antikorper durch Elution 
freigesetzt wird. 

17. Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daft er nach einem 
der Verfahren gemafi Anspruch 1-17 erhaltlich ist. 



Alber t-Ludwigs - 
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Zusammenfassung 



Offenbart wird ein Verfahren zur Erzeugung von Antikorpern, die 
spezifisch mit einem Polypeptid reagieren von dem die 
kodierende Nukleinsaure bekannt ist, worin 

a) die fiir das Polypeptid kodierende DNA mit Hilfe eines 
Vektors, der wenigstens eine fiir ein Auf f indungss ignal 
kodierende Sequenz aufweist, in einer Wirtszelle exprimiert 
wird und das exprimierte Polypeptid mit Hilfe des 
Auf f indungss ignals an eine feste Phase gebunden wird, 

b) unabhangig von Schritt a) die fiir das Polypeptid kodierende 
DNA direkt in ein Tier eingebracht wird, wodurch eine 
Expression des Polypeptids in dem Tier erfolgt, die die 
Bildung von Antikorpern gegen das Polypeptid verursacht und 

c) die in Schritt b) gebildeten Antikorper mit dem in Schritt 
a) gebildeten Polypeptid umgesetzt und nachgewiesen oder 
angereichert werden . 



